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研究成果の概要（和文）：血中全蛋白ＭＲＭ・ＭＳ解析とマイクロＲＮＡ網羅解析の革新と難治

癌病態診断への応用 

膵臓癌などの難治癌を対象にその早期発見による治癒率向上を可能とする革新的分子診断

法の開発を目指した研究を進めた。健常人血清に比して膵臓癌症例において有意に高発現を示

すマイクロRNAを４種類同定し、weighted-voting法による膵臓癌診断用判別モデルの構築を進

めた結果、リスクスコアに基づき高い精度と特異度を持つ診断システムとして完成させること

ができた。特筆すべきことに、比較的早期の症例も含まれていたが、進行例と遜色無い頻度で

異常値として検出することができた。また、膵臓癌及び正常主膵管組織の新鮮凍結組織におい

て発現を検出した、約4000種類の蛋白からマーカー候補蛋白の探索を遂行し、高発現している

蛋白の一つが膵臓癌細胞への小胞体ストレス耐性付与に関わることを明らかとした。 

 
研究成果の概要（英文）：MRM・MS and microRNA profiling analyses of blood samples and their 

clinical applications for development of molecular diagnostics 

We aimed to establish novel molecular diagnostic means for “hard-to-cure” cancers 

such as pancreatic cancer. We successfully identified four miRNAs present at high levels 

only in sera of pancreatic cancer patients but not in those of healthy individuals, which 

allowed us to develop diagnostic classifies for pancreatic cancers based on the 

expression profiles. In addition, we have successfully catalogued 40,000 proteins from 

normal and pancreatic cancer tissues, which should serve as valuable basis for 

identification of biomarkers of pancreatic cancer. Interestingly, we identified one such 

protein, high expression of which appeared to confer resistance to endoplasmic reticulum 

stress in pancreatic cancer.  
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１．研究開始当初の背景 

近年、マイクロRNAと呼ばれる極小のRNA
分子が、蛋白への翻訳を介さずに直接機能
を担っていることが明らかとなってきた。
したがって、ヒトゲノム情報の読み出し異
常が蓄積した結果ともいえる癌の的確な
病態把握には、実際に機能を担う蛋白とマ
イクロRNAの両者の発現異常を網羅的に検
出することが極めて重要と考えられるが、
臨床においては依然として単一のマーカ
ー蛋白が病態の推定に用いられている。 

２．研究の目的 
本研究の目的は、我々の研究グループが

持つ、プロテオミクス解析分野とマイクロ
RNA 研究分野における先進性を最大限に活
用し、転換期を迎えた分子診断分野に革新
をもたらすべく、1）血液中に存在する蛋
白とマイクロRNAの網羅的かつ選択的な定
量的発現解析を可能とする技術的基盤を
確立し、2）日本人の血液中に存在する蛋
白とマイクロRNAの発現プロファイルの詳
細をデータベース化することにある。さら
に、本研究は、これらの検討を通じて得ら
れた成果をもとに、３）代表的な難治癌で
ある膵臓癌、胆道癌及び卵巣癌などの腹部
深部臓器癌を主たる対象に、発現プロファ
イルを基にしたスクリーニングや抗腫瘍
薬感受性予測を可能とする、難治癌の革新
的分子診断法の開発として結実させるこ
とを最終的な目標とする。 

３．研究の方法 
健常人血液及びがん患者血液検体を用い

たマイクロ RNA の網羅的な発現解析を、
TaqMan プローブの low density array を用い
た定量的 RT-PCR によって行う。得られた網
羅的で定量的な発現解析データに対し、汎
用性確保に留意した綿密なバイオインフォマ
ティクス解析を遂行し、癌の血液診断のため
の判別モデルを構築する。 

また、三連四重極型 MS 解析装置を用いた
multiple reaction monitoring (MRM)法に
よる MS 解析手法を応用し、血中に存在す
る腫瘍由来の全蛋白を一度に選択的且つ
網羅的に定量解析するシステムを確立す
る。本研究課題では、まず MRM 法のボトル
ネックの解消のために、血中に存在する
個々の蛋白を個別的に、一つ一つチャンネ
ル設定をしていく。同時に並行して、酵素
消化後の安定同位体ラベルによる標識法
と、多次元ナノ液体クロマトグラフィー
（LC）とタンデム型 MS 解析装置を組み合
わせた、最新の網羅的で定量的な MS 解析
手法を用いて、腫瘍組織或いは細胞株にお
いて癌特異的な或いは抗腫瘍薬感受性と
関連して発現変動を示す蛋白を徹底的に
データベース化する。得られたデータをも

とに、血中に存在する可能性が高い蛋白を
絞り込み、MRM 解析の標的蛋白とする。 

 
４．研究成果 

本研究は、血液中に存在する蛋白とマイ
クロRNAの網羅的かつ選択的な定量的発現
解析を可能とする技術的基盤を確立し、膵
臓癌などの難治癌を対象にその早期発見
による治癒率向上を可能とする革新的分
子診断法を開発することを目的として計
画した。そのために、まず血液中からのマ
イクロRNAの抽出法の最適化を行い、最終
的には100μlから高品位なマイクロRNAを
含有する40-100ngのRNAを抽出できるプロ
トコールを確立した。また、TaqManプロー
ブを貼付した低密度アレイを用いた定量
的RT-PCR法の実験条件の最適化を進める
ことによって、当初200ngを要した解析を
6ngという極微量を用いて解析可能とする
ことに成功した。これらの条件を用いて健
常者血清におけるマイクロRNAについて詳
細な検討を加えて、健常者血清中で検出限
界以下のマイクロRNAのカタログ化を図っ
た。 
さらに、膵臓癌40症例の血清を対象にマ

イクロRNAの網羅的発現解析を進め、健常
人血清においては検出限界以下であり、一
方膵臓癌症例においては高頻度に検出さ
れる1種類のマイクロRNAと、逆に健常人で
のみ検出される3種類のマイクロRNAの同
定に成功した。また、健常人と膵臓癌症例
の双方で発現が検出されるが、それらの平
均値が有意差を示すマイクロRNAについて
も探索を行い、健常人に比して膵臓癌症例
で2倍以上高い或いは低い発現を示すマイ
クロRNAとして、それぞれ6種類と5種類を
同定した。このうち、3種類のマクロRNAに
ついては、癌における平均値が健常人に比
して4倍以上高かった。さらに、これら3種
類のマイクロRNAについては個々にTaqMan 
RT-PCR解析による検証を行い、良好な再現
性を持って健常人と膵臓癌症例間に高い
有意性（1x10-９以上）を持つ差異が存在す
ることを確認した。 
健常人血清に比して膵臓癌症例におい

て有意に高発現を示すマイクロRNA4種類
について、さらに詳細な検討を加えた。こ
れらの4種類のマクロRNAについて、個々に
TaqMan RT-PCR解析による検証を、健常者
血清10サンプルと膵臓癌患者血清40サン
プルを用いて行った。さらに、得られた解
析データをもとにこれらの複数のマイク
ロRNAを組み合わせて用いる膵臓癌診断判
別 モ デ ル の 構 築 を 進 め た 。
weighted-voting法による判別モデルを作
成し、リスクスコアにもとづいた診断シス



テムとして完成させた。その結果、カット
オフ値を超える高値を示した健常者は10%
であり、極めて良好な特異性を示した。一
方、膵臓癌症例の82.5％がカットオフを上
回る値を示し、極めて高い感度を持つこと
が明らかとなった。また、特筆すべきこと
に、検討した膵臓癌症例には比較的早期の
II期の症例も含まれていたが、全く遜色な
い頻度で異常値として検出することがで
きた。現在、さらにI期症例を含む多数検
体の解析による有用性の検証を進めるべ
く試料の収集を進めており、本研究におい
て構築した基盤を元に、さらに多数例を用
いた検証実験を進めて、できる限り早期に
論文化と特許化を進めたうえで、臨床に還
元したいと考えている。 
血清中に存在する蛋白に関する網羅的

な定量発現解析に関しては、三連四重極型
MS 装置を用いた MRM 法を応用して、血液中
マーカータンパク質の精密検出法を確立
することを目的として、まず開発ワークフ
ローの最適化を進めた。膵癌細胞株試料よ
り抽出したタンパク質試料を酵素消化後、
安定同位体標識したレポーター試薬 
(iTRAQ 試薬) を用いて標識化し、タンデム
型 MS を用いた解析により、約 1000 種類の
タンパク質に関する発現・構造情報を取得
した。それらの情報を基にして、発現量の
異なる（高濃度、中等度）タンパク質を対
象に、MRM 解析に必要なチャンネル設定を
行い、精密定量解析の条件設定の最終調整
まで進めた。その過程において iTRAQ 標識
を加えることによる検出感度向上が確認
され、結果的に定量精度の向上にもつなが
ることが明らかとなった。 
さらに、膵臓癌マーカー候補タンパク質

の網羅的発現情報の取得を進め、一度の試
料調整により約3000-5000種類のタンパク
質に関して比較定量が可能なシステムを
確立した。さらに、最適化した開発ワーク
フローに従って、血液中マーカー候補タン
パク質の特定を進め、膵臓癌及び正常主膵
管組織の新鮮凍結組織から抽出したタン
パク質を解析試料とした網羅的タンパク
質発現プロファイリングを進めて、約 4000
種類のタンパク質の発現情報を取得し、癌
と正常組織間に平均＋２SD 以上の大きな
発現差を認める 80 種類のマーカー候補タ
ンパク質の存在を明らかとした。  
その結果、高発現している候補蛋白の中

の一つが膵臓癌細胞の生存に直接関わる
ことを明らかとし、膵臓癌細胞が微小環境
下で晒されている小胞体ストレスへの耐
性の付与に関わっていることを明らかと
した。さらに、血清マーカーとしての有用
性について、三連四重極型質量分析装置を
用いた Multiple Reaction Monitoring 法

を応用した検討を引き続き遂行中である。
可及的早期の論文化及び特許化を目指し
たい。 
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